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論文内容の要旨
グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミネース (G0 T) は下に示すアミノ基転移反応を促進する酵
素である。
αーケトグルタール酸十L アスパラギン酸ごL- グルタミン酸十オキザロ酢酸
近年、臓器中のGOT には可溶性分画とミトコンドリア分画に含まれているアイソザイム(それぞ
れs-G OT 、 m_GOT と呼ばれている)があり、これらのアイソザイムは色々の点で互に異なった性質
をもっていることが明きらかになっている。
本研究の目的は初めラットなどの肝臓における GOT活性について薬理学的な研究を行なうことに
あったが、アイソザイムが存在することを考えれば、まず、酵素活性の適切な測定法とアイソザイム
の分別法を確立する必要があるので、それを目標としてこの研究を行なった。
これまでに報告されているGOT活性の測定法は大別すれば次の原理に基づくものである。
(1) 反応を一定時間後に止め、生成物を定量する。
(2) 反応を進行させたまま、生成するオキザロ酢酸を生成と同時に定量する。
(1)の原理に基づく方法はこれまでにも薬理学的な研究を行なう際によく用いられているが、アイソザ
イムに関する研究の結果から、 m-G OT がオキザロ酢酸によって阻害をうけることが分ったので、こ
の方法によって酵素活性の変動を定量的に知ることはできない。
また、 (2) の方法は比較的高価なリンゴ酸脱水素酵素の純度の高い標品や綿密な測定条件を必要とす
るので、検体数の多いラットなどを用いた薬理学的な研究には適切で、なし .0
さらに、ラット肝臓のホモジネートでは s_G 0 T に比して m-G OT の占める比率が著しく大きいため、
二つの方法のいずれによるにしても、予め両アイソザイムを分別しなければ s-G OT 活性の変動を知
ることは困難である。従って、両アイソザイムを分別する方法を決定することはGOT活性の測定法
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を確立する上に極めて重要なことであるが、これまでに報告されているアイソザイムの分別法はいず
れも多数の検体を処理する場合には適当で、ない。
上に述べたような理由から、従来の測定法に比してより完全なものを確立するために本研究を行な
った。
まず、ラット肝臓のホモジネート中のGOT活性を測定するためには上に述べた (1) の原理に基づき、
rn-G 0 T についても定量的に検べることのできる新しい方法を考案した。この方法は仮にセルローズ
アセテート処理法と名付けたが、その概要は次のようなものである。
(1) の原理に基づく方法を用いてGOT の活性を検ベる場合、 s-G OT の活性は容易に検べることが
できるので、 Wróblewski らが血清中のGOT(その性質はs_GOT と同じとされている)の活性を測
定するために用いた方法を改良して、まず、 s_G OT 活性の測定法を決定した。
この方法を用いて、ラットの肝臓から調製したミトコンドリアの抽出液及び可溶性分画についてG
OT活性と酵素濃度との関係を検べてみると、図 1 の実線で示したようになった。この図にわいて、
縦軸の反応量は酵素の活性を示す指標となるものであり、図に示した結果から、 s-G OT の活性はこ
の測定法を用いて定量的に検べることができるが、 rn-G0 T についてはこの方法によりその活性を定
量的に検べることができない。
ここに新しく考案した方法は酵素試料をセルローズアセテートの膜面に塗布し、一定の時間風乾す
れば、 rn-G0 T は変性し、図 1 の点線で示したように、その活性は上に述べたs_GOT活性の測定法
を用いて定量的に検べられるようになる事実を基礎にして確立したものである。
rn-G 0 T をセルローズアセテートの膜面で風乾させ、その性質を反応速度やその他の面から検べて
みると、この処理によって酵素の基質に対する親和性はますが、反応生成物であるオキザロ酢酸によ
っても阻害されやすくなり、反応の初速度が低下するような変性が起った。また、上に述べた s-G0 
T活性の測定法を用い、このように変性させた酵素による反応量を経時的に検べてみると、反応は速
やかに停止し、 s_GOT活性を測定する場合に定めた反応時間においてはすでに一定の反応量に達し
て停止した状態を示し、その値は酵素量と直線的に対応した。
一方、 s_GOT はこの処理を行なっても図に示したように殆んど影響をうけず、 rn-G 0 T だけがこ
のような変性を起した。
なお精製した酵素にこの処理を行なうと、その活性は著しく失活するので、 rn-G0 T がこの処理に
より変性することの詳しい機序は現在全く不明で、あるが、上に述べた理由から、この処理をホモジネ
ートなどの粗酵素試料中のGOT活性を検べる目的に利用することができた。
次に、ホモジネート中のアイソザイムの量は次のようにして検べることにした。
多数の検体についてアイソザイムの分別を行なうには、 GOT アイソザイムが電気泳動的に互に分
別できることを利用できると考え、セルローズアセテート膜を用いる電気泳動法により分別すること
を検討した。
この電気泳動法は蛋自分離能がよく、所要時間も短かいので、アイソザイムを分別する目的に適し
ているのであるが、試料を定量的に添付することが比較的困難で、あるため、まだ多数の検体を処理す
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る目的で実用的には利用されていない。
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酵素濃度はミトコンドリアの抽出液及び、可溶性分画を稀釈した場合の相対濃度を示す。
ラット肝臓のGOT アイソザイムとセルローズアセテート処理との関係図 1
この電気泳動法を用い、ホモジネート中の両アイソザイムの活性の比率だけを求める場合しかし、
には、試料を厳密に定量的に添付する必要はなく、多数の試料についても容易にアイソザイムの活性
比を検べることができた。
さらに、上に述べたようにホモジネート中のGOT活性と両アイソザイムの活性比とを求めた場合
には、それらの測定値から、ホモジネート中の両アイソザイムの量を計算式を用いて算出することが
できた。
ここに新しく考案したGOT アイソザイムの分別法はラット肝臓のホモジネートの他、広く動物臓
器のホモジネートにも利用できるが、従来の方法よりも優れている点は多数の検体を処理したり、微
かにしか得られない試料を測定する場合に適していることである。
この方法はこれまで適当な方法がないため十分に研究されていないいくつかの課題の解明従って、
に役立つものと考え、二、三の応用研究を行なってみた。
この
問題は古くからアイソザイムの分別を行なわずに多くの研究業績が報告されているもので、その成績
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第ーには、脳下垂体一副腎皮質系ホルモンがラット肝臓のGOT活性に及ぼす影響を検ベた。
は一致していない。
また、アイソザイムの分別を行なった最近の成績では、グルココルチコイドがs_GOT活性を増大
させると考えられている。
新活性測定法を用いて検べた結果からも脳下垂体-副腎皮質系ホルモンはs_GOT活性を増大させ
ることを確認し、併せてm_GOT についてもこのホルモンは活性度の低下を起すことを認めたが、こ
の現象はミトゴンドリアの数量の変化によるものと考えられる。
第二には、エビネプリン、テストステロン及びサイロキシンを投与した際の影響を検ベた。
これらのホルモンの中、エビネプリンとサイロキシンは単独でも肝臓のGOT活性に影響を及ぼし、
また、いずれの場合にもグルココルチゴイドと併用すると、グルココルチコイドによる酵素活性の変
動に影響を及ぼすことを認めた。
第三には、新活性測定法が多数の検体を処理できる点を十分に活用できる課題のーっとして、ラッ
ト肝臓における GOT アイソザイムの正常値について検べ、それが年聞を通じて変動している可能性
を示した。
以上のように、本研究においては新しいGOT アイソザイムの分別測定法について検討し、将来、
この酵素活性変動に関する薬理学的な研究を行なう上に有用な一つの方法を確立した。
論文の審査結果の要旨
主論文に記載されている測定法は本質的に全く独創的なもので、近年確認されたアイソザイムの存
在を十分に考慮し、微量にしか得られない、多種類の試料について測定を行なう場合に、最もよくそ
の特徴を発揮するすぐれた方法である。
上記の理由からこの研究業績は薬学博士の学位を受くるにふさわしいものである。
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